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RESUMEN
Con el interés de mejorar las tasas de sobrevivencia y motilidad progresiva
post-descongelacion de los espermatozoides equinos criopreservados, se
realizó un estudio para evaluar el efecto de la asociación de la L-glutamina 80
mM (milimoles) + Etilenglicol 2.5%; comparado con tres protocolos diferentes:
L-glutamina 80 mM + Glicerol 2.5%, Etilenglicol 2.5% y Glicerol 2.5%; para
todos los protocolos se utilizó el medio INRA 97. Se trabajó con 4
reproductores criollos colombianos de los cuales se tomó un total de 21
muestras. La metodología

de congelación utilizada fue: 60 minutos para

descender la temperatura de 38°C a 5°C (0.55°C/min) y estabilizar la muestra a
esta temperatura para el transporte. Se centrifugaron las muestras a 600 G
durante 10 minutos y posteriormente se diluyó el semen con los diferentes
protocolos. Una vez diluido, se tomaron 60 minutos

de equilibrio en

refrigeración; 20 minutos en vapores de nitrógeno líquido y posterior inmersión al
nitrógeno líquido. Una vez realizada la congelación del material seminal con
los diferentes protocolos en pajillas de 0.5ml, se realizó la evaluación post
descongelación donde se observó la motilidad progresiva al tiempo 0, a los 30
y 60 minutos. Además se evaluó la sobrevivencia espermática utilizando la
coloración eosina-nigrosina, al momento de la descongelación. De acuerdo a
los análisis estadísticos (SAS) y la prueba de Tukey, no se encontraron
diferencias significativas para la motilidad (p ≤ 0.6383) al tiempo 0, al tiempo 30
min. (p ≤ 0.511) y al tiempo 60 min.(p ≤ 0.1659); donde la media de motilidad al
tiempo 0 para el protocolo 1 fue: 29,6 ± 15,1; para el protocolo 2: 28,1 ± 13,5;
para el protocolo 3: 28,4 ± 12,3 y para el protocolo 4: 30,8 ± 11,1; la media de
motilidad a los 30 minutos fue: para el protocolo 1: 25,1 ± 13,6; para el
protocolo 2: 22,3 ± 13,0; para el protocolo 3: 24,9 ± 12,4 y para el protocolo 4:
25,5 ± 11,6 y la media de motilidad a los 60 minutos fue para el protocolo 1:
17,1 ± 10,2; para el protocolo 2: 15,4 ± 11,7; para el protocolo 3: 19,9 ± 11,5 y
para el protocolo 4: 17,6 ± 10,4. En cuanto a la sobrevivencia espermática
según el protocolo utilizado, no se encontraron diferencias significativas

(p ≤ 0.6336) y las medias fueron: para el protocolo 1: 30,7; para el protocolo 2:
28,8; para el protocolo 3: 28,7 y para el protocolo 4: 31,7. En conclusión,
aunque no se demostró diferencia significativa entre los protocolos; la
tendencia a la media más alta la presentó el protocolo 4 (glicerol 2.5%). Sin
embargo, por las características del etilenglicol, como bajo peso molecular,
facilidad de penetración celular y bajos efectos tóxicos sobre la célula; se
recomienda realizar nuevos

trabajos

con otras

curvas

de congelación

disminuyendo el tiempo de exposición a vapores de nitrógeno líquido a 10
minutos y utilizar otros crioprotectantes tipo amidas.

ABSTRACT

With the interest of improving the survival rates and progressive motility postthaw of the equine cry preserved sperms, a study was made to evaluate the
effect of the association of the L-glutamine 80 mm (milimoles) + ethylene
glycol 2.5%; compared with three different protocols: L-glutamine 80 mm +
glycerol 2.5%, etilenglycol 2.5% and glycerol 2.5%; for all the protocols the
INRA 97 medium was used. In the study 21 samples were taken from four
colombian native stallions. The freezing methodology used was: 60 minutes
to descend the temperature from 38°C to 5°C (0.55°C/min) and to stabilize
the sample’s temperature to transport. The samples were put in a centrifuge
at 600G for 10 minutes and after that the semen was diluted with the different
protocols. Once diluted, 60 minutes were used to equilibrate the sample in
refrigeration; 20 minutes in liquid nitrogen vapor and posterior immersion in
liquid nitrogen. Once we completed the freezing section of the seminal
material with the different protocols in straws of 0.5 ml, an evaluation postthaw was made where the progressive motility was observed at 0, 30 and 60
minutes. Also the spermatic survival rate was evaluated using eosin-nigrosine
coloration, at unfreezing time. According to statistical analysis (SAS) and
Tukey’s test, significant motility differences were not found (p ≤ 0.6383) at 0,
at 30 (p ≤ 0.511) and at 60 minutes (p ≤ 0.1659); where motility average at
time 0 for protocol 1 was: 29,6 ± 15,1; for protocol 2: 28,1 ± 13,5; for protocol
3: 28,4 ± 12,3 and protocol 4: 30,8 ± 11,1; the motility average at 30 minutes
was, for protocol 1: 25,1 ± 13,6; for protocol 2: 22,3 ± 13,0; for protocol 3:
24,9 ± 12,4 and protocol 4: 25,5 ± 11,6; and the motility average at 60
minutes was for protocol 1: 17,1 ± 10,2; for

protocol 2: 15,4 ± 11,7; for

protocol 3: 19,9 ± 11,5 and protocol 4: 17,6 ± 10,4. About the spermatic
survival rate according to the protocol used, significant differences were not

found (p ≤ 0.6336). The averages were: for protocol 1: 30,7; for protocol 2:
28,8; for protocol 3: 28,7 and protocol 4: 31,7. In conclusion, although
significant difference was not demonstrated between the protocols; the
tendency to the highest average was presented by protocol 4 (glycerol 2.5%).
However, for ethylene glycol characteristics, like low molecular weight,
easiness of penetration cellular and low toxic effects on the cell; it is
recommended to make new works with another freezing curves diminishing
the exposition time to liquid nitrogen vapor to 10 minutes and to use other
crioprotectants amides type.

INTRODUCCIÓN

La inseminación artificial en los últimos años se ha constituido como una
técnica de reproducción asistida muy común en la especie equina. En la
actualidad los porcentajes de inseminación artificial con semen fresco son
altos y la utilización de semen congelado se viene implementando, ya que
permite aprovechar al máximo el material seminal de los mejores ejemplares
destacados por su alto valor genético, logrando de esta manera obtener más
yeguas preñadas por semental, dado que con semen congelado en dosis
bajas se puede optimizar el desempeño de los reproductores de alta
1
demanda comercial hasta cuatro veces su rendimiento normal . Además se

puede preservar el material seminal por largo tiempo para su posterior
comercio entre regiones, países y continentes.
Pese a los avances en la congelación de semen equino, existe una gran
limitante para el desarrollo de esta biotecnología; ya que aún utilizando
técnicas avanzadas de criopreservación, la sobrevivencia espermática postdescongelación, esta limitada a un 50%, debido a los efectos ejercidos por
cambios de temperatura, alteraciones de membrana y daños producidos por
elevadas concentraciones de crioprotectores. Además de esto, las técnicas
de congelación de semen equino son menos eficaces que las de la especie
2
bovina , porque los equinos presentan una sensibilidad más alta a la

criopreservación seminal. Otro factor problema es la variación en la

1

SANCHEZ R. Más yeguas preñadas por semental. Fedequinas, Vol. 41. Pag. 124 – 127.
2006.
2

BRINSKO SP, VARNER DD. Artificial Insemination and Preservation of Semen. Stallion
Management Vet Clinics North America: Equine Practice; 8:205-218. 1992

1

congelabilidad del semen entre reproductores, donde algunos toleran más la
congelación de su material seminal en comparación con otros.
Debido a las bajas tasas de sobrevivencia y motilidad progresiva postdescongelación y a la marcada variabilidad individual en los resultados
obtenidos en la criopreservación de semen equino, se han desarrollado hasta
hoy diferentes trabajos de investigación en busca de protocolos de
congelación utilizando asociaciones de crioprotectores que actúen dentro y
fuera de la célula espermática, para obtener mejores resultados al momento
de la descongelación y una mayor uniformidad entre ejemplares.
Con el presente trabajo se pretende evaluar la eficiencia de la L-glutamina
asociada al etilenglicol; ya que este por sus características físico-químicas,
como bajo peso molecular, mejor permeabilidad a través de la membrana y
baja toxicidad, puede mejorar las tasas de sobrevivencia espermática y
motilidad progresiva al momento de la descongelación en comparación con el
glicerol el cual ejerce un efecto negativo sobre la célula espermática debido a
su alta toxicidad. Se ha trabajado la L-glutamina asociada al glicerol
encontrando efectos favorables sobre el espermatozoide al momento de la
3
descongelación , pero no se han realizado trabajos asociando esta molécula

con el etilenglicol, que por las características anteriormente descritas, puede
presentar mejores resultados post-descongelación.

3

TRIMECHE A. Etudes sur fertilite et la cryopreservation du sperme du Baudet du poitou.
Thése Docteur de L´Universite de Rennes. 1996.

2

1. OBJ ETIVOS

1. 1. OBJETIVO GENERAL
Mejorar las condiciones de sobrevivencia espermática de espermatozoides
equinos criopreservados, mediante la asociación de moléculas coadyuvantes
a los crioprotectores en los medios de congelación.

1.2. OBJ ETIVOS ESPECÍFICOS
•

Valorar el efecto de la asociación glutamina - etilenglicol y la
asociación glutamina - Glicerol en la criopreservación de semen
equino.

•

Evaluar el efecto de los crioprotectores, sobre la motilidad progresiva a
diferentes tiempos post descongelación; cero, treinta y sesenta
minutos.

•

Evaluar el efecto de los crioprotectores, sobre la sobrevivencia
espermática post descongelación.

3

2. MARCO TEÓRICO

2.1. GENERALIDADES
La inseminación artificial como técnica de reproducción asistida en equinos
se extendió en la década de los ochenta por sus ventajas sanitarias de
manejo y aprovechamiento de sementales. Esta práctica permite introducir el
semen dentro del tracto reproductor de la hembra en condiciones asépticas,
evitando la contaminación asociada a la monta natural, la transmisión de
enfermedades venéreas y los riesgos que esto implica en padrillos y yeguas
de alto valor económico. Además, permite utilizar más eficientemente
padrillos viejos o con trastornos músculo-esqueléticos, cubrir un mayor
número de yeguas con una mínima cantidad de saltos y reducir los costos
4
operativos .

Los índices de preñez con cualquiera de los sistemas de inseminación
artificial utilizados

(semen fresco, refrigerado o congelado) se han

incrementado recientemente lo suficiente como para dar márgenes de
confiabilidad comercialmente aceptables. Esta técnica registra actualmente
un crecimiento expansivo a nivel internacional con cientos de miles de
5

yeguas inseminadas cada año .

4

AGROINFORMACIÓN (2002). Fundamentos de reproducción en ganado equino.
Agroinformación.com. Consultado en 03/10/2006 en http://www.agroinformacion.com/leercontenidos.aspx?articulo=293.
5

LOSINNO L.; AGUILAR J. Reproducción y biotecnología en la producción equina.
Departamento de Producción Animal, Facultad de Agronomía y Veterinaria, Universidad
Nacional de Río Cuarto. Río Cuarto Argentina. 2002.

4

La

tecnología

para

almacenar semen congelado

fue

revolucionada

aproximadamente hace cincuenta años a través del descubrimiento del
glicerol como crioprotector, lo cual permitió que el espermatozoide fuera
6
congelado y almacenado por largos periodos . Esta biotecnología ha sido de

gran importancia en programas de mejoramiento animal por la viabilidad y la
preservación de material genético de animales de alta calidad productiva.
Actualmente, se calcula que más de 10.000 yeguas son inseminadas
7
anualmente en Europa y más de 350.000 en China . Se estima que en

Colombia, un setenta por ciento de las hembras criollas colombianas son
8
inseminadas artificialmente . Existen en la actualidad más de 20 protocolos

para criopreservar semen equino, que utilizan diferentes curvas térmicas,
diferentes diluyentes y diferentes curvas de descongelación. Las tasas de
preñez por ciclo son muy variables, y resulta muy difícil comparar los distintos
procedimientos.

Algunas de las ventajas de la inseminación artificial con

semen congelado son 1) Es mas económico, práctico y seguro transportar
un termo con Nitrógeno líquido con grandes cantidades de dosis para
inseminar cientos de yeguas que un padrillo, 2) reducción de los costos de
servicios, transporte de las yeguas, seguros, stress, riesgo de contraer
enfermedades, accidentes en yeguas con cría al pie, etc. 3) La “estación
reproductiva” del padrillo puede continuar mientras éste se encuentra
participando

en torneos, concursos, exposiciones, convaleciendo de

enfermedades, o eventualmente, años después de su muerte, 4) Reducción
del uso de padrillos genéticamente inferiores, 5) conservación y accesibilidad
de semen de padrillos genéticamente superiores, 6) preservación del semen
en Nitrógeno líquido (-196°C) por un número indefinido de años.
6

HOLT, W.V. Basic aspects of frozen storage of semen. Animal Reproduction Science,
Vol. 62, Pag. 3-22, 2000.
7

Opcit. LOSINNO L.; AGUILAR J. Reproducción y biotecnología en la producción equina.

8

Comunicación personal. Fedequinas. 2006.

5

Las tasas de preñez en equinos reportadas con semen congelado varían
entre 0 y 70 %, pero en la mayoría de los padrillos oscila entre 20 a 40 % de
preñez por ciclo, resultados que a pesar de ser bajos son, en general,
9

considerados como aceptables hasta el momento .
Para el manejo del semen fresco, refrigerado o congelado, se deben utilizar
diluyentes

que contienen componentes

protectores

que permiten la

sobrevivencia espermática fuera del tracto reproductivo.
Dentro de los componentes de un diluyente las lipoproteínas presentes en la
leche y la yema de huevo protegen a las células espermáticas del shock
térmico cuando son enfriadas desde la temperatura corporal hasta 5°C.
Substratos metabolizables como glucosa, sacarosa y rafinosa constituyen la
10

fuente de energía para las células espermáticas.

El metabolismo de los

espermatozoides produce sustancias tóxicas como el ácido láctico, que
reduce la motilidad, para neutralizar los cambios; los diluyentes deben
contener sustancias con alta capacidad tampón.
Los antibióticos son adicionados a los diluyentes para retardar o eliminar el
crecimiento de bacterias, que invariablemente contaminan el semen como
consecuencia de la recolección.
La presión osmótica y el pH del diluyente deben ajustarse para favorecer la
sobrevivencia espermática. La osmolaridad del plasma seminal es de

9

Opcit. LOSINNO L.; AGUILAR J. Reproducción y biotecnología en la producción equina.

10

BRINSKO S.; VARNER D. D. and BLANCHARD T. L. Transported Equine Semen.
Department of Large Animal Medicine and Surgery, College of Veterinary Medicine, Texas
A&M University, College Station, Texas, USA. 17 April 2000.

6

11
300mOsm/L aproximadamente .

Mantener la osmolaridad del diluyente

próxima a la isotonicidad favorece la motilidad espermática in vitro. La
osmolaridad de los diluyentes a base de leche es cercana a la osmolaridad
que presenta el plasma seminal, lo cual lo hace un medio adecuado para la
sobrevivencia del espermatozoide. El pH de los diluyentes puede variar entre
6,7 y 7,2 sin afectar la calidad espermática durante el almacenamiento.

2.2.

PRINCIPIOS DE LA CRIOPRESERVACIÓN

El éxito en la criopreservación celular ha sido lograda gracias a la utilización
de sustancias crioprotectoras que disminuyen el punto de fusión de las
soluciones, reducen la concentración intra y extracelular de electrolitos y la
excesiva deshidratación celular a temperaturas bajo cero, reducen la
formación de cristales de hielo intracelular durante la congelación. También
inhiben la actividad de muchas enzimas disminuyendo o eliminando la
actividad de radicales libres responsables de lisis celular, antes, durante y
12

luego de la congelación y descongelación.

La criopreservación celular consiste en un enfriamiento de la célula a bajas
temperaturas para lograr detener totalmente el metabolismo celular y así
asegurar su conservación por largo tiempo.

11

KATILA T. Procedures for sperm handling fresh in stallion semen. Theriogenology, Vol. 48,
Pag. 1217-1227. 1997.

12

CARPENTER J.F. AND CROWE J.H. The mechanism of cryoprotection of proteins by
solutes. Cryobiology, Vol. 25, Pag. 244-255. 1998.

7

La baja de temperatura provoca modificaciones físico-químicas de la célula
espermática y de su medio, pero la intensidad y la reversibilidad determinan
la sobrevivencia celular después de la descongelación.
Los factores que producen lesión celular dependen de la temperatura,
tiempo, velocidad del cambio de temperatura y el estado físico del medio
donde se encuentra. La formación de cristales de hielo intracelular es el
factor básico implicado en el daño celular y a pesar que fue descrito hace
más de 30 años se sigue considerando un factor determinante sobre las
tasas de sobrevivencia luego del descongelamiento.
Los crioprotectores pueden producir dos tipos de alteración a la célula, una
funcional y otra estructural.
La alteración funcional ocasiona inactivación y/o desnaturalización proteica y
enzimática, interfiere con bombas iónicas y solubiliza lípidos de membrana; la
alteración esta relacionada con interacciones entre crioprotector, proteínas y
membranas. La alteración funcional depende de la concentración del
crioprotector, temperatura del sistema, presencia de otros crioprotectores o
13

sustancias e hidrofobicidad relativa de las proteína

La alteración estructural se debe a cambios de volumen experimentados por
el espermatozoide, que tiene un límite tolerable para su sobrevivencia. Cierta
proporción de agua es esencial para mantener y estabilizar proteínas
celulares. La lesión de membrana está relacionada con el estrés osmótico, ya
que toda célula tiene un mínimo tolerable de volumen que al sobrepasarse va
a generar daños irreversibles y letales para esta.

13

FAHY G.M. The relevance of cryoprotectant "toxicity" to cryobiology. Cryobiology, Vol. 23,
Pag. 1-13. 1986.
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Si la velocidad con que desciende la temperatura es muy rápida, la célula
puede no ser capaz de deshidratarse suficientemente rápido y al llegar al
cambio de estado físico, el agua remanente se congela formando hielo
intracelular. Si por el contrario la velocidad de enfriamiento es demasiado
lenta, la deshidratación será extrema pudiéndose llegar al colapso celular.
Con una velocidad de enfriamiento adecuada, la célula se deshidratará y
concentrará intracelularmente, de forma que la posibilidad de congelación
intracelular

y

consecuentemente

de

daño

celular

se

minimizará

(Ma zur, 1984). (Gráfica 1)

Gráfica 1. Eventos físicos ocurridos en el congelamiento de células a
bajas temperaturas

* Los hexágonos representan cristales de hielo de diferente tamaño según
la velocidad de enfriamiento. (Adaptado de Mazur 1977).
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2.3.

TIPOS DE CRIOPROTECTORES

Se han clasificado varios tipos de crioprotectores de acuerdo con su función
crioprotectora y esencialmente de acuerdo con sus características físico químicas.

2.3.1. Crioprotectores que penetran libremente la célula
Son sustancias de bajo peso molecular que penetran fácilmente la célula,
reemplazando el agua intracelular por medio de la introducción de radicales
hidroxilo. Estos reemplazan osmóticamente el agua intracelular antes y
14
durante el congelamiento y disminuyen el punto de congelación del agua , lo

que combinado con una lenta tasa de enfriamiento disminuye la formación de
cristales de hielo. Son esencialmente alcoholes (glicerol, etilenglicol, 1-2
propanediol, propilenglicol, entre otros). Sus pesos moleculares varían entre
32 y 212 Daltons.

2.3.2. Crioprotectores que no penetran la célula
Se dividen en:
•

De bajo peso molecular: Como la sacarosa, glucosa, manitol, trealosa
y rafinosa; las cuales aumentan la presión osmótica extracelular
produciendo la deshidratación de la célula (Mac Gann, 1978).

14

MEDEIROS C.M.O.; FORELL F.; OLIVEIRA A.T.D. AND RODRIGUES J.L. Current status
of sperm cryopreservation: why isn’t it better? Theriogenology, Vol. 57, Pag. 327-344. 2002.
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•

De alto peso molecular: Se encuentran el polivinil-pirrolidona (PVP), el
Dextran, el suero de albúmina bovina, algunos aminoácidos como la Lglutamina, histidina y glicina – betaína.

Son crioprotectores, que ejercen su acción protegiendo el exterior de la
membrana celular que es frecuentemente lesionada por el efecto de las altas
concentraciones iónicas; además algunas de estas moléculas tienen un
15
efecto reparador de membrana, gracias a los lípidos que contienen . Se cree

que su acción se debe a la presencia de lipoproteínas de baja densidad, que
se adhieren a la membrana celular durante el proceso de congelación,
actuando en la superficie de la membrana plasmática, restaurando la perdida
de fosfolípidos e induciendo aparentemente una alteración transitoria de
16

composición, previniendo la ruptura de la membrana.

Asociados a

crioprotectores de bajo peso molecular ejercen un efecto sinergista en la
protección

celular,

mejorando

los

resultados

al

momento

de

la

descongelación.

2.4. AVANCES EN LA CRIOPRESERVACIÓN DE SEMEN EQUINO
En los últimos años son muchas las investigaciones que se han realizado
alrededor de la criopreservación de semen en la especie equina. El uso de la
L-glutamina 80 mM (milimoles) conjuntamente con el diluyente INRA 82 y
glicerol, mejoró significativamente la motilidad del semen posterior al
momento de descongelación, observando una diferencia significativa en el

15

WHITTINGHAM D. Culture of mouse ova. Reproduction et fertilité. Vol. 14, Pag. 7 – 21.
1971.
16

FARSTAD W. Semen cryopreservation in dogs and foxes. Animal Reproduction Science,
Vol. 42, Pag. 251-260, 1996.
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grupo control; los grupos que contenían 160 y 240 mM (milimoles) de
glutamina tuvieron valores significativamente más bajos.17
Se han venido estudiando diferentes tipos de amidas (metil-formamida,
dimetil-formamida), observando que estas siempre fueron superiores al
glicerol.18 En un trabajo realizado para evaluar la asociación de dimetilformamida con glicerol, se demostró que la combinación no es más eficiente
que los crioprotectores por separado, siendo la dimetil-formamida la que
arrojó mejores resultados post-descongelación respecto a la motilidad
19
progresiva .

En otro estudio se comprobó que la metil-formamida y la dimetil-formamida
tienen una mejor penetración a la membrana plasmática, obteniendo mejores
resultados post-descongelación, en comparación con el glicerol20.
Al varenga en 1999 comparó cuatro crioprotectores (glicerol, etilenglicol,
dimetil-formamida

y

dimetil-sulfoxido

DMSO),

demostrando

que

la

dimetil-formamida tuvo una mayor motilidad progresiva en comparación con
los otros crioprotectores estudiados (p<0.05).

17

Ibid. TRIMECHE A. Etudes sur fertilite et la cryopreservation du sperme du Baudet du
poitou.
18

MEDEIROS A.; GOMEZ G.; CARMO M.; PAPA F. AND ALVARENGA M. Cryopreservation
of stallion sperm using different amides. Theriogenology, Vol. 58, Pag. 273-276. 2002.
19

VIDAMENT M. Motility and fertility of stallion semen frozen with glycerol and/or dimethyl
formamide. Theriogenology, Vol. 58, Pag. 249-251. 2002.
20

SQUIRES E.L.; KEITH S.L. AND GRAHAM J.K. Evaluation of alternative cryoprotectants
for preserving stallion spermatozoa. Theriogenology, Vol. 62, Pag. 1056-1065. Sep 15 2004.
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2.5. L – GLUTAMINA
La L-glutamina es un aminoácido que posee un efecto crioprotector en las
células animales, en donde su mecanismo de acción es actuar de forma
extracelular protegiendo la membrana plasmática del espermatozoide equino;
lo cual permite una mejor protección al momento de la criopreservación y así
una mejoría en la motilidad y viabilidad del espermatozoide al momento de
descongelar, una vez asociada a otros crioprotectores como el glicerol.
Trimeche (1999) evaluó la adición de los aminoácidos L-glutamina y prolina a
concentraciones de 30 a 50 mM en el diluyente INRA 82 + 2,5% glicerol +
2% de yema de huevo y observó una mejora de motilidad y velocidad de los
espermatozoides después de la descongelación.
El uso de la L-glutamina 80 mM asociado al diluyente INRA 82 y glicerol,
mejora

significativamente

la

motilidad

del

espermatozoide

post

–

descongelación, no habiendo diferencia significativa en el grupo control con
160

mM

y

240

mM

de

L-glutamina

donde

los

valores

fueron

21
significativamente más bajos .

2.6. CURVAS DE CONGELACIÓN
Para obtener mejores resultados en la criopreservación de semen equino se
deben tener en cuenta las curvas de descenso de temperatura de la muestra,
para evitar los daños ejercidos por el shock térmico sobre la célula. Si se
congela muy rápido puede no haber buena penetración del crioprotector y si
se congela muy lento puede haber toxicidad.
21

Opcit. TRIMECHE A. Etudes sur fertilite et la cryopreservation du sperme du Baudet du
poitou.
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Una vez diluido el semen en el medio de congelación, se debe dar un tiempo
de equilibrio en refrigeración que puede variar entre 40 y 60 minutos,
posteriormente las pajillas son expuestas a vapor de nitrógeno líquido, la
distancia y el tiempo de exposición varían según el tipo de pajilla utilizada: 10
minutos a 4 centímetros del nitrógeno líquido, para pajillas de 0.5 ml y 15
minutos a 3 centímetros del nitrógeno para macropajillas de 4 ml. Luego las
pajillas deben ser sumergidas en el nitrógeno para su conservación.
Se han utilizado curvas de congelación para pajillas de 0.5 ml utilizando el
diluyente INRA 82 con diferentes crioprotectores, colocando las pajillas a 5°C
por 1 hora, a vapores de nitrógeno liquido a 6 cm de este por 15 minutos e
22
inmersión en nitrógeno liquido .

El protocolo INRA 97 maneja un tiempo de equilibrio en refrigeración de 60
minutos, seguido de exposición a vapor de nitrógeno (4 cm) durante 10
23
minutos para pajillas de 0.5 ml y posterior inmersión en el nitrógeno líquido .

2.7. MÉTODO DE DESCONGELACIÓN
El semen envasado generalmente es descongelado en un baño de Maria. La
temperatura del agua y el tiempo de inmersión deben ser informados por el
responsable de la congelación, dependiendo de diversos factores como el
envase, el diámetro de este y las curvas de congelación; Medeiros y col. en
2002 congelaron espermatozoides equinos en pajillas de 0.5 ml dejándolas a
5°C durante 1 hora, seguido por una exposición a vapores de nitrógeno a

22

Ibid. MEDEIROS A.; GOMEZ G.; CARMO M.; PAPA F. AND ALVARENGA M.
Cryopreservation of stallion sperm using different amides.
23

INRA. Institut National de la Recherche Agronomique.
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6cm durante 15 minutos y posterior inmersión en nitrógeno líquido, las
pajillas fueron descongeladas en baño de Maria a 46°C durante 20
segundos. Otro método de descongelación utilizado para pajillas de 0.5 ml
es

en baño de Maria a

75°C durante 7 segundos, transfiriendo

inmediatamente a otro baño a 37°C durante 5 minutos; este método se
utilizó para pajillas congeladas a partir de una exposición a nitrógeno líquido
24
a 3 cm durante 10 minutos y posterior inmersión en el nitrógeno líquido . Las

pajillas de 0.5ml de semen tradicionalmente se descongelan a 37°C durante
30 segundos25. Las pajillas de 4 ml pueden ser descongeladas a 50°C
26
durante 45 segundos y las pajillas de 0.25 ml pueden ser descongeladas a

40ºC por 15 segundos27.

2.8. EVALUACIÓN DEL SEMEN
2.8.1. Evaluación Macroscópica
Inicialmente se tiene en cuenta el volumen total y el volumen del gel; luego
se observa el color que varia entre gris ceniza a blanco y la consistencia que
puede variar entre acuoso y lechoso; siendo el lechoso indicativo de mayor
concentración espermática; las muestras muy traslucidas contienen pocos
espermatozoides. Se debe evaluar el pH, el cual debe estar entre 7.2 y 7.7.

24

HENRY M. Post – thaw spermatozoa plasma membrane integrity and motility of stallion
semen frozen with different cryoprotectants. Theriogenology, Vol. 58 Pag. 245-248. 2002
25

BLANCHARD L.; VARNER D.; SCHUMACHER J.; LOVE C.; BRINSKO P.; RIGBY L.
Manual of equine reproduction. Second edition. Mosby. Pág. 176. 2003.
26

PALMA G.A. Biotecnologia de la reproducción. Páginas 553. Argentina 2001.

27

HELLEMANN, C., M. GONZÁLEZ, A. GUZMÁN. Efecto de yema de huevo en polvo, un
surfactante y centrifugación en la sobrevida de espermatozoides caprinos congelados. Arch.
Med. Vet. 24: 141-148. 1992.
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El eyaculado debe estar libre pelos, sangre, esmegma u otros contaminantes
que puedan alterarlo28.

2.8.2. Evaluación Microscópica
2.8.2.1. Motilidad Progresiva
Para esto se debe evitar que el semen sufra cambios bruscos de temperatura
y se debe contar con todo el material precalentado además de una platina
térmica

en

el

microscopio

(38-40°C).

Además

se

debe

evaluar

inmediatamente después de la recolección. La motilidad progresiva se evalúa
por medio del microscopio, utilizando los aumentos 40x y 100x, valorando
tanto el movimiento global de los espermatozoides, como también el
movimiento individual progresivo de los que se encuentran móviles.

2.8.2.2. Concentración Espermática
La concentración espermática; indica la cantidad de células espermáticas por
unidad de volumen de eyaculado. Para determinar este parámetro existen
dos métodos muy comunes: Sperma cue ® (Minitub, Alemania), Cámara de
Neubauer
Sperma cue (Mini Tube)
Permite saber la cantidad de espermatozoides por centímetro cúbico luego
de colocar una gota de la muestra en la foto celda del equipo, el cual trabaja
con un patrón de concentración conocido, previamente calibrado.

28

Opcit. BLANCHARD L.; VARNER D.; SCHUMACHER J.; LOVE C.; BRINSKO P.; RIGBY
L. Manual of equine reproduction. Pág. 153 – 155.
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Cámara de Neubauer
Con ayuda de una pipeta automática, se toma una alícuota de semen diluido
y homogenizado y se transfiere a la hemicámara por medio de capilaridad
entre el piso de esta y el cubreobjetos, dejando que la solución ingrese sin
que pase a los canales laterales. Después de 5 minutos, necesarios para la
sedimentación de las células espermáticas, éstas son contadas. El número
de espermatozoides es dividido por el área contada, multiplicada por la altura
de la cámara y por la dilución utilizada; obteniendo así el número total de
millones de espermatozoides por mililitro de semen.

2.8.2.3. Morfología Espermática
Determina el porcentaje de espermatozoides con o sin alteraciones
morfológicas; el número total de las alteraciones no debe ser mayor a 30 %.
Consiste en hacer un extendido del semen sobre un portaobjetos
precalentado, se seca y se sumerge en solución saturada de rojo congo
diluido en agua durante 20 segundos, luego la lámina es lavada por su
reverso y sumergida en una solución de violeta de genciana 0.5% por 5
segundos; posteriormente la lámina es lavada nuevamente y secada al aire,
29
para ser evaluada en el microscopio . Entre otras coloraciones para evaluar

morfología

espemática,

se

encuentra

giemsa,

eosina-nigrosina

y

30

hematoxilina-eosina .

29

Ibid. PALMA G.A. Biotecnologia de la reproduccion. Pág 535.

30

Ibid. BLANCHARD L.; VARNER D.; SCHUMACHER J.; LOVE C.; BRINSKO P.; RIGBY L.
Manual of equine reproduction. Pág. 157.
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2.8.3. Centrifugación
Consiste en la separación del plasma seminal de la fase rica en
espermatozoides. De esta manera se aumenta la concentración espermática
y ofrece un mayor control de la dilución en el semen congelado. Sin embargo
se debe tener en cuenta que durante este proceso se pierde entre un 10 a
20% de espermatozoides en el sobrenadante y puede llegar a alterar mótil o
morfológicamente los espermatozoides. Para evitar todas estas alteraciones
se diluye el semen con un medio enriquecido para centrifugación en relación
1:1. Existe gran variación en la fuerza centrífuga y en la velocidad utilizada: si
la fuerza de la centrífuga es muy alta, el espermatozoide puede morir; y si el
tiempo es muy corto y la fuerza de la centrífuga es muy baja, él numero de
espermatozoides que se precipita es muy limitado. Algunos métodos de
centrifugación utilizados son: 1000 G durante 5 minutos; 800 G durante 10
31
32
minutos; 400 G durante 12 minutos ; 500 G durante 10 minutos ; 500 G

durante 15 minutos33; 200 – 400 G durante 6 – 15 minutos34 y 600 G durante
10 minutos según el protocolo de congelación INRA 97.

31

Opcit. PALMA G.A. Biotecnologia de la reproduccion. Pág 538-539.

32

Opcit. BLANCHARD L.; VARNER D.; SCHUMACHER J.; LOVE C.; BRINSKO P.; RIGBY
L. Manual of equine reproduction. Pág. 173.
33

ARRUDA R.; BALL B.; GRAVANCE; GARCIA A. AND LIU I. Effects of extenders and
cryoprotectans on stallion sperm head morphometry. Theriogenology, Vol. 58, Pag. 253-256.
2002.
34

Ibid. RODRIGUEZ I. SANZ J. ACOSTA M. SANZ A. Congelación de esperma equino.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. UBICACIÓN

El Estudio fue realizado en dos espacios: el Criadero de Caballos Criollos
Colombianos

Villa

Daniela,

ubicado

en

el

Municipio

de

Cajicá,

(Cundinamarca), en la Sabana de Bogotá, a una altura de 2650 metros sobre
el nivel del mar y una temperatura promedio de 13°C; para efecto de la toma
de las colectas, segundo las instalaciones del Laboratorio de Biotecnología y
Reproducción de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria
(CORPOICA-Tibaitata),

ubicado

en

el

Municipio

de

Mosquera

(Cundinamarca); para el desarrollo de la congelación y posterior evaluación
de resultados.

3.2. POBLACIÓN Y MUESTRA
Se trabajó con cuatro ejemplares criollos Colombianos, entre los 38 y los 60
meses de edad, alimentados a base de pasto fresco kikuyo (Pennisetum
clandestinum) y concentrado (Caballos Premium ® de El Galpón) a razón de
tres Kg/día; a los cuales se les realizó un examen andrológico rutinario, en
donde se observó y se efectuó una palpación externa de los genitales
(testículos y pene), sin identificar anormalidades como adherencias, hernias,
engrosamientos, infecciones o inflamaciones. Se encontró en todos los
reproductores, excelente líbido y habilidad para copular y liberar el semen en
la vagina artificial.

19

La metodología empleada se basó en la utilización de cuatro crioprotectores
aplicados a cada reproductor trabajado, cuya composición era desconocida
para los evaluadores para evitar subjetividad. Las muestras se dividieron en
7 lotes donde el máximo de reproductores por lote fue cuatro y el mínimo
dos. Al reproductor número uno se le tomaron seis muestras; al reproductor
número dos, siete; al reproductor número tres, seis y al reproductor número
cuatro, dos; para un total de 21 muestras.
Para el desarrollo del trabajo se utilizó el medio INRA 97, adicionando a este
cuatro diferentes protocolos de congelación distribuidos de la siguiente
manera:

Tabla 1. Componentes del Medio utilizado INRA 97

COMPONENTE
Glucosa anhidra
Lactosa 1 mol de agua
Rafinosa 5 mol de agua
Citrato de Na 5.5 mol de agua
Citrato de K 1 mol de agua
Hepes
Agua PPI QSP
Leche descremada
Gentamicina
Penicilina
Yema de hue vo 2 % centrifugada

CANTIDAD
25gr.
1.5gr.
1.5gr.
0.3gr.
0.41gr.
4.76gr.
0.5 Lt.
0.5 Lt.
50.000 UI
50.000 UI
20ml.

* INRA. Institut National de la Recherche Agronomique.
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Tabla 2. Protocolos utilizados en el estudio del efecto de la asociación
L-Glutamina, Etilenglicol O Glicerol como crioprotectores.

PROTOCOLO

CRIOPROTECTORES

1

Etilenglicol 2.5 % - L-glutamina 80mM

2

Glicerol 2.5 %- L-glutamina 80mM

3

Etilenglicol 2.5 %

4

Glicerol 2.5 %

3.3. PROCEDIMIENTOS

3.3.1. Colecta de Semen
La colecta de realizó siguiendo los parámetros descritos por Blanchard
(2003). Para la colecta se dispuso de yeguas en celo, que permitieron servir
de estímulo al macho en el momento de la toma del semen. Las
recolecciones se realizaron a campo abierto, evitando así accidentes durante
el salto del caballo.
Se lavó el área perineal de la hembra y el pene del macho utilizando agua
tibia y jabón, retirando residuos contaminantes que pudieran alterar el
eyaculado; se realizó un lavado posterior exhaustivo con abundante agua,
asegurando el retiro total de trazas de jabón en busca de que no ejerciera
efectos nocivos sobre las células espermáticas, además tanto el pene como
el área perineal de la yegua se secaron completamente; para todas las
muestras se realizó el mismo procedimiento. Luego se vendó la cola de la

21

yegua para evitar la contaminación, facilitar la maniobrabilidad y aislar el pelo
de esta impidiendo posibles cortes sobre el pene.
La colecta se realizó poniendo el macho en contacto con la yegua, para
estimular la erección y realizar la posterior colecta (Foto 1).
Foto 1. Estimulación del reproductor para la colecta del semen

Previamente se tenía la vagina artificial tipo Colorado, preparada a una
temperatura interna entre 45 – 50°C35 con buena lubricación (vaselina
neutra), adecuada presión y con el protector plástico interno desechable que
termina en el filtro de nylon para separar el gel y residuos que puedan alterar
la muestra, obteniendo un semen de buena calidad en la bolsa del frasco
colector.
Una vez estimulado el caballo, presentando erección se permitió al macho
montar a la yegua y se tomó el pene para introducirlo en la vagina artificial,
desplazando la mano hacia la base de este, haciendo énfasis en el contacto
35

Ibid. BLANCHARD L.; VARNER D.; SCHUMACHER J.; LOVE C.; BRINSKO P.; RIGBY L.
Manual of equine reproduction. Pág. 134.
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con la uretra extrapelviana, para sentir el momento de la eyaculación y así
evacuar el agua de la vagina para descomprimirla y facilitar la salida del pene
y el paso del semen hacia el frasco colector. La vagina se retira al tiempo que
el macho desmonta la yegua.

Foto 2. Toma de semen por medio de una vagina artificial

3.3.2. Evaluación de la Calidad del Semen (Espermiograma)
Se realizó un espermiograma convencional con examen macroscópico
valorando la calidad seminal con parámetros básicos en campo: el volumen
total, el volumen del gel, el color y la viscosidad; además microscópicamente
se evaluó la motilidad progresiva colocando una gota de semen en una
lamina portaobjetos

(previamente calentada para evitar el shock térmico

sobre los espermatozoides); cubierto con una laminilla y observando al
microscopio valorando el movimiento progresivo y rectilíneo de los
espermatozoides mótiles sobre el campo microscópico. Luego se valoró la
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concentración espermática por medio de cámara de Neubauer, utilizando una
pipeta de glóbulos rojos, realizando su llenado por capilaridad y haciendo el
conteo de cinco cuadros diagonalmente dentro de la celda central. El número
obtenido se multiplicó por 10’000.000 obteniendo así el número de células
por unidad de volumen de semen.

3.3.3. Transporte del Semen
Simultaneo a la evaluación en campo el semen se diluyó a 37-38°C, en el
medio INRA 97 (sin crioprotector) en relación 1:1, para su transporte al
laboratorio utilizando una nevera de icopor herméticamente cerrada para
mantener la temperatura constante a 5°C.

3.3.4. Procesamiento de Semen en el Laboratorio
Una vez en el laboratorio el semen se centrifugó con el medio INRA 97
(utilizado para el transporte) a 600 G durante 10 minutos, para separar el
plasma seminal de la parte rica en espermatozoides. Luego se desechó el
sobrenadante y se dejó el precipitado para ser diluido con cada uno de los 4
protocolos. Se utilizaron pajillas de 0.5ml, las cuales fueron marcadas con el
número del lote, número del reproductor y por último el número del protocolo
adicionado para la criopreservación; luego fueron empacadas y selladas por
medio de sistema de compresión de calor. Posteriormente se dejaron en la
cámara de refrigeración donde está la maquina selladora durante 40 minutos
para dar el periodo de equilibrio con el medio de congelación.
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3.3.5. Cur va de Congelación
La curva de congelación utilizada se basó en la propuesta en el protocolo
INRA 97, con variación en el tiempo de exposición a vapor de nitrógeno
líquido prolongándolo a 20 minutos. Inicialmente 10 minutos a 38°C, en
tiempo de colecta y evaluación; luego 60 minutos para descender
(0.55°C/min) y estabilizar la temperatura a 5°C durante el transporte al
laboratorio; una vez adicionado el medio crioprotector, 60 minutos de tiempo
de equilibrio en refrigeración; luego exposición a vapores de nitrógeno líquido
a 4cm de este durante 20 minutos y posterior inmersión en el nitrógeno
líquido.

Gráfica 2. Curva de Congelación utilizada en el estudio del efecto de la
asociación L-Glutamina + Etilenglicol en la Criopreservación De Semen
Equino

* 10 min. Toma de semen y evaluación; 60 min. Descenso y transporte; 40 min. Equilibracion;
20 min. Vapores de nitrógeno e inmersión en nitrógeno liquido.
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3.3.6. Método de Descongelación
Las pajillas fueron descongeladas en baño de Maria a 37°C durante 30
segundos para su posterior evaluación.

3.3.7. Evaluación post-descongelación
Para la evaluación post-descongelación se dispuso de viales de 1.5ml para
depositar el semen y homogenizarlo. Posteriormente se evaluó la motilidad al
microscopio (40X, 100X), utilizando láminas temperadas por medio de un
calentador programable a 37.5 ºC. Adicionalmente se realizó una prueba de
resistencia observando el semen a los 30 y 60 minutos post descongelación.
El semen fue evaluado por dos operadores expertos en el tema (Germán
Ramírez, Medico Veterinario ULS y Omar Rodríguez, Zootecnista ULS), que
desconocían el protocolo de congelación utilizado.
Para la evaluación de sobrevivencia espermática se realizo tinción de
eosina - nigrosina, para hacer el conteo de vivos y muertos al microscopio.

3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Para el análisis estadístico se utilizó el paquete S.A.S. General Lineal Models
Procedure. Realizando un análisis de varianza, y un modelo de bloques
completos al azar con arreglo factorial A x B x C (donde A = reproductor; B=
tratamiento y C = evaluador) para ver la variación entre los cuatro protocolos
utilizados. Para mirar el grado de significancia se utilizó la prueba de Tukey,
con el fin de establecer cual de estos marca la diferencia. El modelo utilizado
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fue el siguiente:

y = µ + Li + Rj + Tk + ( R*T )jk + Vl + ( R*V )jl + ( T*V )kl + ( R*T*V )jkl +
Eijkl

Donde
µ

=

Media poblacional

Li

=

Lote al que corresponde la muestra

Rj

=

Reproductor utilizado

Tk

=

Tratamiento utilizado

(R*T)

=

Interacción Reproductor – Tratamiento

Vl

=

Efecto del evaluador

(R*V)

=

Interacción Reproductor – Evaluador

(T*V)

=

Interacción Tratamiento – Evaluador

(R*T*V)

=

Interacción Reproductor – Tratamiento – Evaluador

Eijkl

=

Error experimental
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4. RESULTADOS

4.1 . Resultados de campo

De los cuatro reproductores se colectó un total de 21 muestras; a todas se le
realizó una evaluación en campo, teniendo en cuenta el volumen, porcentaje
de motilidad y concentración espermática.
Para el reproductor uno se obtuvieron un total de 6 muestras; el volumen del
eyaculado en promedio fue de 24,8 ml, el promedio de motilidad progresiva
fue

del

70%

y

la

concentración

promedio

de

285

millones

de

espermatozoides/ml. Para el reproductor dos se tomaron un total de 7
muestras, el volumen promedio fue de 39,4 ml, el promedio de la motilidad
progresiva 69,2% y el promedio de la concentración 225,7 millones de
espermatozoides/ml. Para el reproductor tres un total de 6 muestras, en las
cuales el promedio del volumen fue de 47,8 ml, el promedio de la motilidad
progresiva 75% y el promedio de la concentración espermática 255 millones
de espermatozoides/ml; y para el reproductor cuatro un total de 2 muestras,
en las cuales el promedio del volumen fue de 47,5 ml, el promedio de la
motilidad progresiva fue de 65% y el promedio de concentración espermática
fue 210 millones de espermatozoides/ml. (Tabla 3)
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Tabla 3. Promedio de valores seminales por Reproductor al momento de
la colecta en el estudio del efecto de la asociación
L-Glutamina + Etilenglicol

REPRODUCTOR

1
2
3
4

(n=6)
(n=7)
(n=6)
(n=2)

VOLUMEN
(ml)
+ DS
24,8 ± 8.9

39,4 ± 6.7
47,8 ± 11.2
47,5 ± 10.6

MOTILIDAD
MILLONES DE
PROGRESIVA ESPERMATOZOIDES/ML
+ DS
+ DS
70 ± 0
285 ± 86.9

69,2 ± 7.2
75 ± 5.5
65 ± 7.1

225,7 ± 53.9
255 ± 53.2
210 ± 7.1

* n= numero de colectas por reproductor.

4.2. Resultados de la Motilidad Progresiva Post-descongelación

4.2.1. Motilidad Progresiva según el Protocolo Utilizado
Los resultados según el protocolo utilizado, fueron evaluados a diferentes
tiempos, 0, 30 y 60 minutos post-descongelación. Donde al tiempo 0, la
media del protocolo uno fue: 29,6 ± 15,1; para el protocolo dos: 28,1 ± 13,5;
para el protocolo tres: 28,4 ± 12,3 y para el protocolo cuatro: 30,8 ± 11,1. En
los análisis estadísticos realizados al tiempo 0 no se encontraron diferencias
significativas (p ≤ 0.6383), los resultados fueron homogéneos.
En la evaluación después de los 30 minutos según el protocolo utilizado, la
media de motilidad fue: para el protocolo uno: 25,1 ± 13,6; para el protocolo
dos: 22,3 ± 13,0; para el protocolo tres: 24,9 ± 12,4 y para el protocolo
cuatro: 25,5 ± 11,6. Los análisis estadísticos no encontraron significancia
(p ≤ 0.511) Sin embargo los protocolos 1 y 4 (Etilenglicol + L-glutamina y
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Glicerol) fueron sobresalientes frente al 2 (Glicerol+L-Glutamina) y al 3
(Etilenglicol).
Después de 60 minutos post-descongelación los resultados obtenidos según
los protocolos fueron; para el protocolo uno: 17,1 ± 10,2; para el protocolo
dos: 15,4 ± 11,7; para el protocolo tres: 19,9 ± 11,5 y para el protocolo cuatro
fue:

17,6 ± 10,4. No se encontró diferencia significativa (p ≤ 0.1659); sin

embargo, el protocolo 3 (Etilenglicol 2.5%); presentó la tendencia más alta de
motilidad progresiva, a través del tiempo. (Tabla 4 - Gráfica 3)

Tabla 4. Promedio de Motilidad Progresiva según el Protocolo de
congelación utilizado a través del tiempo en el estudio de la
asociación L-Glutamina + Etilenglicol

PROTOCOLO

TIEMPO
0

TIEMPO
30 Min.

TIEMPO
60 Min.

UTILIZADO
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

MOTILIDAD
PROGRESIVA
+ DS

29,6
28,1
28,4
30,8
25,1
22,3
24,9
25,5
17,1
15,4
19,9
17,6

± 15,1
± 13,5
± 12,3
± 11,1
± 13,6
± 13,0
± 12,4
± 11,6
± 10,2
± 11,7
± 11,5
± 10,4

*No se presentó dif erencia signif icativa entre tratamientos.
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Gráfica 3. Promedio de Motilidad Progresiva según el Protocolo de
congelación utilizado a través del tiempo en el estudio de la asociación
L-Glutamina + Etilenglicol

EG+G= Protocolo Etilenglicol + L-glutamina; G+G= Protocolo Glicerol + L-glutamina; EG= Protocolo
Etilenglicol; G= Protocolo Glicerol. * Los análisis estadísticos realizados no demostraron dif erencia
signif icativ a entre los protocolos, en los dif erentes tiempos post - descongelación. Tiempo 0
(p = 0.6383); 30 min. (p = 0.511); 60 min. (p = 0.1659).

4.2.2. Motilidad Progresiva según el Reproductor Utilizado
Se encontró al tiempo 0, una media de motilidad progresiva para el
reproductor uno de: 37,7 ± 12,5; para el reproductor dos: 20,9 ± 8,9; para el
reproductor tres: 29,2 ± 8,9 y para el reproductor cuatro: 32,3 ± 19,1. El nivel
de significancia fue (p ≤ 0.0001); donde el mejor reproductor fue el número
uno, seguido por el cuatro, el tres y finalmente el número dos. En el caso del
reproductor uno, se presentó diferencia significativa con el dos y el tres, pero
no con el reproductor número cuatro; el reproductor dos, presentó diferencia
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significativa con el tres, el cuatro y el uno; el reproductor tres, no presentó
diferencia significativa

con el

reproductor

cuatro, pero si con los

reproductores uno y dos; y el reproductor cuatro, no presentó diferencia
significativa con los reproductores uno y tres, pero si con el reproductor
número dos.
Al tiempo 30 las medias fueron: para el reproductor uno: 29,4 ± 12,2; para el
reproductor dos: 15,9 ± 8,9; para el reproductor tres: 25, 9 ± 10,1 y para el
reproductor cuatro: 34,7 ± 15,3, encontrando diferencia significativa
(p ≤ 0.0001), donde el reproductor número cuatro fue el mejor, seguido por el
uno, el tres y por último el dos. El reproductor uno a los treinta minutos no
presentó diferencia significativa con los reproductores tres y cuatro, pero si
con el número dos; el dos, presentó diferencia significativa con los demás; el
tres presentó diferencia significativa con el dos y el cuatro, pero no con el
uno; y el reproductor cuatro, presentó diferencia significativa con los
reproductores dos y tres, pero no con el número uno. A los 60 minutos las
medias fueron: para el reproductor uno: 18,8 ± 10,1; para el reproductor dos:
11,3 ± 7,5; para el reproductor tres: 20,1 ±9,9 y para el reproductor cuatro:
27, 8 ± 14,3. Encontrando diferencia significativa (p ≤ 0.0001) y el mejor
reproductor fue el número cuatro.
A los sesenta minutos, el reproductor número uno, presentó diferencia
significativa con el dos y el cuatro, pero no con el tres; el reproductor dos,
presentó diferencia significativa con los demás; el reproductor tres, presentó
diferencia significativa con el dos y el cuatro, pero no con el número uno; y el
reproductor cuatro presentó diferencia significativa con todos los otros
reproductores. (Tabla 5 - Gráfica 4)
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Tabla 5. Media de Motilidad Progresiva según el Reproductor utilizado
a través del tiempo en el estudio de la Asociación
L-Glutamina + Etilenglicol

MEDIA
TIEMPO
0

TIEMPO
30 Min.
TIEMPO
60 Min.

REPRODUCTOR
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

37,7
20,9
29,2
32,3
29,4
15,9
25,9
34,7
18,8
11,3
20,1
27,8

+ DS
± 12,5
A
± 8,9
C
± 7,7
B
± 19,1 A B
± 12,2 A B
± 8,9
C
± 10,1
B
± 15,3
A
± 10,1
B
± 7,5
C
± 9,9
B
± 14,3
A

* Se presentó diferencia significativ a entre tratamientos. (p<0.05)

* Letras iguales no presentan dif erencia signif icativa.
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Gráfica 4. Promedio de Motilidad Progresiva según el Reproductor
utilizado a través del tiempo en el estudio de la asociación
L-Glutamina + Etilenglicol

40
35
% MOTILIDAD

30
25

R1

20

R2
R3

15

R4

10
5
0

0

30

60

R1

37,7

29,4

18,8

R2

20,9

15,9

11,3

R3

29,2

25,9

20,1

R4

32,3

34,7

27,8

R= Reproductor Utilizado. * Los análisis estadísticos realizados demostraron que existe
dif erencia signif icativa entre los reproductores, en los dif erentes tiempos post-descongelación.
(p≤0.0001)

4.3 Resultados de la Sobrevivencia Espermática

4.3.1. Sobrevivencia Espermática según el Protocolo Utilizado
Los promedios de porcentaje de sobrevivencia espermática, de acuerdo al
protocolo utilizado fueron los siguientes: para el protocolo uno: 30,7%; para el
protocolo dos: 28,8%; para el protocolo tres: 28,7% y para el protocolo
cuatro: 31,7%. No se encontró diferencia significativa (p ≤ 0.6336).
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Mostrando tendencia a mayor sobrevivencia con el protocolo 4 (Glicerol
2.5%). (Gráfica 5).

Gráfica 5. Promedio de Sobrevivencia Espemática según el Protocolo
de congelación utilizado en el estudio de la asociación
L-Glutamina + Etilenglicol

EG+G= Protocolo Etilenglicol + L-glutamina; G+G= Protocolo Glicerol + L-glutamina;
EG= Protocolo Etilenglicol; G= Protocolo Glicerol. * Los análisis estadísticos realizados
no demostraron diferencia signif icativa entre los protocolos de congelación, en cuanto
a sobreviv encia espermática. (P ≤ 0.6336)

4.3.2. Sobrevivencia Espermática según el Reproductor Utilizado
En cuanto a la sobrevivencia espermática según el reproductor se obtuvieron
los siguientes resultados promedio; para el reproductor uno 36,6%; para el
reproductor dos: 21,7%; para el reproductor tres: 32,2% y para el reproductor
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cuatro 32,3%. Encontrando diferencia significativa (p ≤ 0.0001). El
reproductor número uno, no presentó diferencia significativa con los
reproductores tres y cuatro, pero si con el dos; el reproductor dos presentó
diferencia significativa con los demás; el reproductor tres no presentó
diferencia significativa con el uno y el cuatro, pero si con el dos; y el
reproductor cuatro, no presentó diferencia significativa con el uno y el tres,
pero si con el reproductor número dos. (Gráfica 6)

Gráfica 6. Promedio de Sobrevivencia Espemática según el
Reproductor utilizado en el estudio de la asociación
L-Glutamina + Etilenglicol

R= Reproductor Utilizado. * Los análisis estadísticos realizados demostraron una
diferencia signif icativa entre los reproductores, en cuanto a sobrev ivencia espermática.
(P ≤ 0.0001)
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5. DISCUSIÓN

Los resultados del espermiograma de los cuatro reproductores al momento
de la colecta, arrojaron valores seminales normales, teniendo en cuenta que
para los equinos, el volumen sin gel varia entre 20 – 60 ml, dependiendo del
reproductor y el número de colectas que se realicen por semana; el
porcentaje de motilidad se encuentra entre 60 – 80% y la concentración
oscila entre los 170 – 300 millones de espermatozoides (Palma, 2001).
Según los reproductores utilizados se observó que el volumen del eyaculado
no siempre esta relacionado con la concentración espermática; ya que el
caballo número 1, con un volumen de 24.8 ml en promedio, presentó la
mayor concentración espermática, de los 4 ejemplares (285x10 6 Esp/ml);
seguido por el reproductor 3 con un volumen de 47.8 ml y una concentración
de 255x106 Esp/ml. El reproductor número 4 a pesar de presentar uno de los
volúmenes más altos (47.5 ml), su concentración espermática no fue la mejor
(210x106 Esp/ml) dentro de la población. Los reproductores no mostraron
problemas en cuanto a la criopreservación de su material seminal. La
variabilidad en los resultados se debe a que en la especie equina algunos
36
ejemplares muestran mayor sensibilidad a la criopreservación seminal .

Existen diferentes estudios comparativos entre el Etileglicol y el Glicerol;
Al varenga y col en el 2000, realizaron un estudio en el que compararon el
Etilenglicol al 5%, al 10% y el Glicerol al 5%, encontrando resultados de
motilidad progresiva de 36.5%, 29.25% y 34.5%, respectivamente. Otro
estudio realizado por Mantovani y col. en el 2002, arrojó resultados de
motilidad de 47.9% para el Glicerol al 3% y 44.3% para el Etilenglicol al 3%.
36

ALVARENGA M.A. Novos conceitos relacionados a congelacao de semen de garanhoes.
IV Seminario internacional de reproducción de grandes animales. Bogotá, Septiembre 25, 26
y 27 de 2003.
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Como se puede ver en estos trabajos la diferencia no es significativa, pero
existen mejores tendencias de uno sobre otro. En este estudio, no se
encontró diferencia significativa entre los protocolos utilizados, sin embargo,
al momento de la descongelación, el protocolo Glicerol al 2.5%, presentó la
mayor motilidad progresiva promedio (30.8%), seguido por el protocolo
propuesto L-glutamina 80mM + Etilenglicol 2.5%, que presentó una motilidad
de 29.6%. A pesar de esto el protocolo Etilenglicol 2.5%, mostró el
comportamiento más homogéneo a través del tiempo, obteniendo la media
más alta en la evaluación a los sesenta minutos post descongelación. El
glicerol al presentar la medía más

alta de motilidad progresiva y

sobrevivencia espermática respecto a los demás protocolos, demuestra que
la curva de congelación prolongada utilizada en el trabajo no es favorable
para el etilenglicol, que por su fácil penetración celular y congelación rápida,
al utilizar curvas de congelación largas se van a ejercer más efectos tóxicos
sobre la célula que los ejercidos por el glicerol; ya que al dejarlo mucho
tiempo expuesto, empieza a producir alteraciones celulares. Es posible que
al utilizar curvas de congelación más cortas, disminuyendo el tiempo de
exposición a vapores de nitrógeno líquido, se obtengan mejores resultados
con el etilenglicol. Por su parte el glicerol a pesar de los efectos nocivos que
37
ejerce sobre la célula ; al penetrar más lentamente no alcanza a ejercer

tanto daño como el etilenglicol.
La L-glutamina fue estudiada por Trimeche (1996) quien encontró valores de
motilidad progresiva de 27.6% ± 5.0, empleando la asociación de L-glutamina
a 80 mM + Glicerol al 4%; como un agente sinergista en la criopreservación
de semen equino, que actúa de manera extracelular ofreciendo protección a
la célula. Además Trimeche (1999), utilizó la L-glutamina 80mM en el medio
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KEITH S.L. Evaluation of new cryoprotectants for the preservation of equine spermatozoa.
Thesis Master of Science. Colorado State University, Fort Collins Colorado. 1998.
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INRA 82, obteniendo resultados de motilidad progresiva a diferentes tiempos
(0-60-120 minutos) de 35.9% ± 3.9; 36.1%± 3.7; y 36.5% ± 3.5.
A pesar de que los resultados obtenidos con la asociación L-glutamina +
Etilenglicol no difieren de forma marcada con los que arrojó el protocolo
Glicerol 2.5%; en términos generales, no se pudo resaltar el efecto de la
L-glutamina como sinergista en la criopreservación de semen en la especie
equina. Los resultados obtenidos no fueron los esperados, hecho que pudo
ser debido a la curva de congelación utilizada y a las condiciones de
transporte

del

material seminal

al

laboratorio

de

congelación; en

consecuencia no podemos afirmar que estos protocolos no tuvieron el efecto
planteado. Lo ideal sería realizar todo el procedimiento de criopreservación
seminal en un mismo lugar, para evitar alteraciones en los espermatozoides
ejercidas por inestabilidad de la temperatura y variaciones en el tiempo de
transporte. Además es recomendable que se realicen otras curvas de
congelación, disminuyendo el tiempo de exposición a vapores de nitrógeno y
otros procesos de evaluación como morfología espermática, integridad de
membrana acrosómica y porcentajes de preñez con los diferentes protocolos
utilizados; ya que solo la motilidad progresiva no es indicativa del factor
fecundante.

39

6. CONCLUSIONES

•

No se logró demostrar el efecto benéfico de la L-glutamina, como
sinergista en la criopreservación de semen equino y tampoco las
mejores condiciones del Etilenglicol sobre el Glicerol, a pesar de su
bajo peso molecular y mejor penetración celular.

•

No se presentó mejora significativa en la sobrevivencia espermática y
movilidad progresiva de semen congelado en cuanto al tratamiento
L-glutamina 80mM + Etilenglicol 2.5% en comparación con el
tratamiento Glicerol al 2.5%.

•

Al asociar la L-glutamina 80mM con el Etilenglicol 2.5%, se obtienen
mejores resultados en cuanto a motilidad progresiva y sobrevivencia
espermática, respecto al Etilenglicol solo.

•

La curva de congelación utilizada no favorece el desempeño del
Etilenglicol, en la criopreservación de semen equino; ya que por la
rápida penetración celular de este, al utilizar una curva de congelación
prolongada se ejercen más efectos tóxicos sobre la célula que los
ejercidos con el glicerol; por lo cual se debe reducir el tiempo de
exposición a vapores de nitrógeno, según protocolos ya establecidos.

•

El protocolo Etilenglicol 2.5%, presenta resultados homogéneos a
través del tiempo post – descongelación, ofreciendo un medio más
adecuado para los espermatozoides, una vez descongelados.
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•

El reproductor 2 siempre presentó el porcentaje de sobrevivencia más
bajo, sin importar el crioprotector utilizado, demostrando una vez más
la variabilidad individual de la especie equina a la criopreservación
seminal.
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7. RECOMENDACIONES

•

Realizar todo el proceso de congelación de semen equino en un solo
sitio, desde la colecta del semen hasta la congelación del mismo, para
evitar alteraciones que se pueden presentar durante su transporte,
como la variabilidad de la temperatura y el tiempo de transporte que
esta sujeto a múltiples cambios ajenos a los operarios.

•

Utilizar curvas de congelación cortas, reduciendo el tiempo de
exposición a vapores de nitrógeno líquido, para mejorar los resultados
del etilenglicol sobre el glicerol; ya que por la rápida penetración
celular que posee el etilenglicol su congelación será más rápida y por
lo tanto las curvas de congelación prolongadas lo que van a provocar
es un mayor efecto nocivo sobre la célula.

•

Contribuir al avance de la criopreservación de semen equino, por
medio de la utilización de crioprotectores alternativos con menos
toxicidad como las amidas (metil-formamida, dimetil-formamida y
acetamida)

•

Utilizar pajillas de 0.5 ml que permiten una congelación mas uniforme
de las células espermáticas y se va a aprovechar al máximo el semen,
utilizando dosis menores y así obteniendo un mayor número de
yeguas inseminadas.

•

Analizar la integridad celular post – descongelación con métodos más
avanzados, como microscopía electrónica, coloraciones supravitales,
filtros de fibra de vidrio y coloraciones fluorescentes, para evaluar
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viabilidad celular, alteraciones morfológicas e integridad de la
membrana acrosómica.
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ANEXO 1

Análisis de Varianza para los datos obtenidos de Motilidad
Progres iva a l tie mpo c ero p ost-D escon gelac ión
GL=Grados de Libertad; SC=Suma de Cuadrados; CM=Cuadrados Medios
Los valores en rojo representan grado de sifnificancia (P<0.05)
Información de nivel de clase
Clase

Niveles

Valores

LOTE

7

1 2 3 4 5 6 7

REPRODUCTOR

4

1 2 3 4

TRATAMIENTO

4

1 2 3 4

EVALUADOR

2

1 2

Número de observaciones leídas
Número de observaciones usadas

168
168

Variable dependiente: MOTILIDAD

Fuente

DF

Suma de
cuadrados

Cuadrado de
la media

F-Valor

Pr > F

Modelo

37

13468.16839

364.00455

3.10

<.0001

Error

130

15268.30780

117.44852

Total correcto

167

28736.47619

R-cuadrado

Coef Var

Raiz MSE

0.468678

37.06591

10.83737

Fuente
LOTE
REPRODUCTOR
TRATAMIENTO
REPRODUCT*TRATAMIENT
EVALUADOR
REPRODUCTO*EVALUADOR
TRATAMIENT*EVALUADOR
REPROD*TRATAM*EVALUA

GL
6
3
3
9
1
3
3
9

SC
1455.309524
7358.787442
199.476190
3061.095238
737.523810
249.630952
242.333333
164.011905

MOTILIDAD Media
29.23810

CM
242.551587
2452.929147
66.492063
340.121693
737.523810
83.210317
80.777778
18.223545

F-Valor
2.07
20.89
0.57
2.90
6.28
0.71
0.69
0.16

Pr > F
0.0616
<.0001
0.6383
0.0037
0.0134
0.5486
0.5611
0.9977

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra MO TILID AD se gún
Tratami ento

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
130
Error de cuadrado medio
117.4485
Valor crítico del rango estudentizado 3.68061
Diferencia significativa mínima
6.1549

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Número de
Media observaciones

Tukey Agrupamiento
A
A
A
A
A
A
A

TRATAMIENTO

30.833

42

4

29.643

42

1

28.381

42

3

28.095

42

2

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra MO TILID AD se gún
Reprodu ctor

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
130
Error de cuadrado medio
117.4485
Valor crítico del rango estudentizado 3.68061
Diferencia significativa mínima
6.9668
Media armónica de tamaño de celdas
32.78049

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

B
B
B

A
A
A

C

Número de
Media observaciones

REPRODUCTOR

37.708

48

1

32.313

16

4

29.479

48

3

20.893

56

2

Media y Desviación Estándar Para Motilidad al tiempo cero postdescong elaci ón

Nivel de
TRATAMIENTO

Nivel de
EVALUADOR

1
1
2
2
3
3
4
4

1
2
1
2
1
2
1
2

Nivel de
REPRODUCTOR

Nivel de
EVALUADOR

1
1
2
2
3
3
4
4

1
2
1
2
1
2
1
2

Número de
observaciones
21
21
21
21
21
21
21
21

Número de
observaciones
24
24
28
28
24
24
8
8

----------MOTILIDAD---------Desviación
Media
estándar
26.9047619
32.3809524
25.0000000
31.1904762
28.3333333
28.4285714
28.3333333
33.3333333

15.5303083
14.6303663
12.5499004
14.5692108
11.6547558
13.0520934
10.6458129
11.5470054

----------MOTILIDAD---------Desviación
Media
estándar
35.2083333
40.2083333
18.9285714
22.8571429
26.4583333
32.5000000
33.7500000
30.8750000

13.0616570
12.0216441
7.4977951
10.3125752
8.1399667
9.4408916
18.2737126
19.6500636

ANEXO 2
Análisi s de Varia nza p ara l os da tos o bteni dos d e Mot ilida d a l os
treinta minu tos P ost-D escon gelac ión

Información de nivel de clase
Clase

Niveles

Valores

LOTE

7

1 2 3 4 5 6 7

REPRODUCTOR

4

1 2 3 4

TRATAMIENTO

4

1 2 3 4

EVALUADOR

2

1 2

Número de observaciones leídas
Número de observaciones usadas

168
168

Variable dependiente: MOTILIDAD

Fuente

DF

Suma de
cuadrados

Cuadrado de
la media

F-Valor

Pr > F

Modelo

37

11234.96736

303.64777

2.57

<.0001

Error

130

15342.55050

118.01962

Total correcto

167

26577.51786

R-cuadrado

Coef Var

Raiz MSE

MOTILIDAD Media

0.422724

44.43873

10.86368

24.44643

Fuente
LOTE
REPRODUCTOR
TRATAMIENTO
REPRODUCT*TRATAMIENT
EVALUADOR
REPRODUCTO*EVALUADOR
TRATAMIENT*EVALUADOR
REPROD*TRATAM*EVALUA

GL
6
3
3
9
1
3
3
9

SC
1357.882440
6102.424206
273.732143
2793.214286
208.148810
75.535714
98.494048
325.535714

CM
226.313740
2034.141402
91.244048
310.357143
208.148810
25.178571
32.831349
36.170635

F-Valor
1.92
17.24
0.77
2.63
1.76
0.21
0.28
0.31

Pr > F
0.0826
<.0001
0.5110
0.0079
0.1865
0.8870
0.8411
0.9716

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra MO TILID AD se gún
Tratamiento a los 30 minutos post-descongelación

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
130
Error de cuadrado medio
118.0196
Valor crítico del rango estudentizado 3.68061
Diferencia significativa mínima
6.1698

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Número de
Media observaciones

Tukey Agrupamiento
A
A
A
A
A
A
A

TRATAMIENTO

25.476

42

4

25.119

42

1

24.929

42

3

22.262

42

2

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra MO TILID AD se gún
Reproductor a los 30 minutos post-descongelación

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
130
Error de cuadrado medio
118.0196
Valor crítico del rango estudentizado 3.68061
Diferencia significativa mínima
6.9837
Media armónica de tamaño de celdas
32.78049

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

B
B
B

A
A
A

C

Número de
Media observaciones

REPRODUCTOR

34.688

16

4

29.417

48

1

25.938

48

3

15.982

56

2

Media y Desv iació n Est andar Para Moti lidad a lo s tre inta minut os
Post-De scong elaci ón

Nivel de
TRATAMIENTO

Nivel de
EVALUADOR

1
1
2
2
3
3
4
4

1
2
1
2
1
2
1
2

Nivel de
REPRODUCTOR

Nivel de
EVALUADOR

1
1
2
2
3
3
4
4

1
2
1
2
1
2
1
2

Número de
observaciones
21
21
21
21
21
21
21
21

Número de
observaciones
24
24
28
28
24
24
8
8

----------MOTILIDAD---------Desviación
Media
estándar
23.0952381
27.1428571
22.1428571
22.3809524
24.2857143
25.5714286
23.8095238
27.1428571

12.9880898
14.3676223
11.8923745
14.1084237
11.6496475
13.3175502
11.8220939
11.4642301

----------MOTILIDAD---------Desviación
Media
estándar
27.7083333
31.1250000
14.4642857
17.5000000
25.4166667
26.4583333
35.0000000
34.3750000

11.1295891
13.2347123
7.9744134
9.8601330
9.0789612
11.1783143
14.3924583
16.3526975

ANEXO 3
Análisi s de Varia nza p ara l os da tos o bteni dos d e Mot ilida d a l os
sesenta minu tos P ost-D escon gelac ión

Información de nivel de clase
Clase

Niveles

Valores

LOTE

7

1 2 3 4 5 6 7

REPRODUCTOR

4

1 2 3 4

TRATAMIENTO

4

1 2 3 4

EVALUADOR

2

1 2

Número de observaciones leídas
Número de observaciones usadas

168
168

Variable dependiente: MOTILIDAD

Fuente

DF

Suma de
cuadrados

Cuadrado de
la media

F-Valor

Pr > F

Modelo

37

8601.95369

232.48523

2.66

<.0001

Error

130

11365.99274

87.43071

Total correcto

167

19967.94643

R-cuadrado

Coef Var

Raiz MSE

MOTILIDAD Media

0.430788

53.37662

9.350439

17.51786

Fuente
LOTE
REPRODUCTOR
TRATAMIENTO
REPRODUCT*TRATAMIENT
EVALUADOR
REPRODUCTO*EVALUADOR
TRATAMIENT*EVALUADOR
REPROD*TRATAM*EVALUA

GL
6
3
3
9
1
3
3
9

SC
2073.342262
3734.001311
451.351190
1941.151786
87.148810
198.764881
11.065476
105.127976

CM
345.557044
1244.667104
150.450397
215.683532
87.148810
66.254960
3.688492
11.680886

F-Valor
3.95
14.24
1.72
2.47
1.00
0.76
0.04
0.13

Pr > F
0.0012
<.0001
0.1659
0.0125
0.3199
0.5198
0.9884
0.9987

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra MO TILID AD se gún
Tratamiento a los 60 minutos post-descongelación

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
130
Error de cuadrado medio
87.43071
Valor crítico del rango estudentizado 3.68061
Diferencia significativa mínima
5.3104

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento
A
A
A
A
A
A
A

Número de
Media observaciones

TRATAMIENTO

19.952

42

3

17.619

42

4

17.143

42

1

15.357

42

2

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra MO TILID AD se gún
Reproductor a los 60 minutos post-descongelación

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
130
Error de cuadrado medio
87.43071
Valor crítico del rango estudentizado 3.68061
Diferencia significativa mínima
6.011
Media armónica de tamaño de celdas
32.78049

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

Número de
Media observaciones

REPRODUCTOR

A

27.813

16

4

B
B
B

20.104

48

3

18.813

48

1

C

11.250

56

2

Media y Desv iació n Est andar Para Moti lidad a lo s ses enta minut os
Post-De scong elaci ón

Nivel de
TRATAMIENTO

Nivel de
EVALUADOR

1
1
2
2
3
3
4
4

1
2
1
2
1
2
1
2

Nivel de
REPRODUCTOR

Nivel de
EVALUADOR

1
1
2
2
3
3
4
4

1
2
1
2
1
2
1
2

Número de
observaciones
21
21
21
21
21
21
21
21

Número de
observaciones
24
24
28
28
24
24
8
8

----------MOTILIDAD---------Desviación
Media
estándar
16.1904762
18.0952381
14.9047619
15.8095238
18.9523810
20.9523810
17.1428571
18.0952381

9.0698349
11.4276190
11.0268072
12.3596887
10.9337834
12.0019840
8.8841753
11.8823599

----------MOTILIDAD---------Desviación
Media
estándar
16.4583333
21.1666667
11.1071429
11.3928571
19.7916667
20.4166667
28.7500000
26.8750000

8.1399667
12.0349732
6.6015671
8.4954859
9.6096834
10.2062073
12.7475488
15.7972647

ANEXO 4

Análisis de Varianza para los datos obtenidos de Sobrevivencia
Espermá tica Post- Desco ngela ción

Información de nivel de clase
Clase

Niveles

Valores

LOTE

7

1 2 3 4 5 6 7

REPRODUCTOR

4

1 2 3 4

TRATAMIENTO

4

1 2 3 4

Número de observaciones leídas
Número de observaciones usadas

84
84

Variable dependiente: SOBREVIVENCIA

Fuente

DF

Suma de
cuadrados

Cuadrado de
la media

F-Valor

Pr > F

Modelo

21

5218.30668

248.49079

3.02

0.0004

Error

62

5098.68141

82.23680

Total correcto

83

10316.98810

R-cuadrado

Coef Var

Raiz MSE

SOBREVIVENCIA Media

0.505797

30.21618

9.068451

30.01190

Fuente
LOTE
TRATAMIENTO
REPRODUCTOR
REPRODUCT*TRATAMIENT

GL
6
3
3
9

SC
680.592262
141.845238
3063.559659
1332.309524

CM
113.432044
47.281746
1021.186553
148.034392

F-Valor
1.38
0.57
12.42
1.80

Pr > F
0.2371
0.6336
<.0001
0.0861

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra SO BREVI VENCI A seg ún
Tratami ento Post- Desco ngela ción

Alfa
Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio
Valor crítico del rango estudentizado
Diferencia significativa mínima

0.05
62
82.2368
3.73367
7.3886

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento
A
A
A
A
A
A
A

Número de
Media observaciones

TRATAMIENTO

31.762

21

4

30.762

21

1

28.810

21

2

28.714

21

3

Prueba del r ango estud entiz ado d e Tuk ey pa ra SO BREVI VENCI A seg ún
Reprodu ctor Post- Desco ngela ción

Alfa
0.05
Error de grados de libertad
62
Error de cuadrado medio
82.2368
Valor crítico del rango estudentizado 3.73367
Diferencia significativa mínima
8.3633
Media armónica de tamaño de celdas
16.39024
NOTA: Los tamaños de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

Número de
Media observaciones

REPRODUCTOR

A
A
A
A
A

36.625

24

1

32.375

8

4

32.250

24

3

B

21.750

28

2

Media y Desv iació n Est andar Para Sobr evive ncia
Espermá tica Post- Desco ngela ción

Nivel de
REPRODUCTOR

Nivel de
TRATAMIENTO

1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3
4
4
4
4

1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

Número de
observaciones
6
6
6
6
7
7
7
7
6
6
6
6
2
2
2
2

--------SOBREVIVENCIA-------Desviación
Media
estándar
36.6666667
33.5000000
37.0000000
39.3333333
24.0000000
18.5714286
21.0000000
23.4285714
27.1666667
33.6666667
33.6666667
34.5000000
47.5000000
36.0000000
16.0000000
30.0000000

10.9300808
7.5299402
12.2637678
7.7631609
7.9162281
8.6189161
6.2981479
7.7858235
11.7714344
7.2295689
9.2664269
3.7815341
19.0918831
14.1421356
9.8994949
15.5563492

